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               【目 的】
 フェニルケトン尿症 (phenylketonuria, PKU) は, 常染色体劣性遺伝形式をとるアミノ酸代
 謝異常症であり, フェニルアラニン水酸化酵素 (PAH) の欠損によってひきおこされる疾患で
 ある。 私たちは, これまでに組換えアデノ ウイルスを用いて PKU モデルマウスに対する遺伝子
 治療を行い, その表現型を一時的に改善することに成功した。 しか しながら, 宿主の免疫反応を
 抑制するために, 免疫抑制剤の連日投与を必要とした。
 本研究では, PKU に対する遺伝子治療の臨床応用を目指して, まず, アデノ ウイルスベクター
 を用いた遺伝子治療後に免疫抑制が必要な最少期間を検討すると共に, 宿主の免疫反応について
 種々の考察を加えた。 また, PAH の補酵素であるテトラヒドロ ビオプテリン (BH、) の投与に
 よる遺伝子治療増強効果について検討を加えた。
               【方 法】
 1) PKU の動物モデルとして, PAH の欠損を有する R4甘認 マウスを実験に使用した。 5型ア
 デノ ウイ ルスにヒトの PAH の cDNA を組み込み作成した非増殖型のアデノ ウイルス (以下,
 AdexPAH) を使って遺伝子導入を行った。
 2) AdexPAH を, PKU マウスの尾静脈より投与し, 免疫抑制剤 FK506 を短期使用した。 経過
 中の Phe値, GPT, アデノ ウイルス中和抗体価を測定した。
 3) 大腸菌による蛋白発現システム (pET system) を用いて PAH 蛋白を発現させるための条
 件を検討した。
 4) マウス血清中の抗 PAH 蛋白抗体と抗アデノ ウイルス抗体の検出をウェスタンプロット法を
 用いて行った。
 5) H-2 遺伝子の異なるマウス数種に, AdexPAH と外来遺伝子を組み込んでいないアデノ ウイ
 ルス (Adexlwl) を投与し, GPT を測定した。
 6) TaqMan-PCR 法をもちいて, 肝臓内のアデノウイルス DNA 量を経時的に測定した。
 AdexPAH を投与 し, FK506 を短期使用 した群と, FK506 を投与しなかった群を比較した。 ま
 た, Adexlw1 を投与し同様に定量を行った。
 7) PKU モデルマウスに AdexPAH を投与するとともに, 補酵素 BH、 の経口投与を行い, 経時
 的に血中 Phe 値を測定した。
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                【結 果】
 1) PKU モデルマウスにたいするアデノ ウイルスベクターを用いた遺伝子治療において, 免疫
 抑制剤 FK506 による初期 15 日間の投与によって, 細胞性免疫の指標となる肝機能障害を防止 し,
 FK506 の連日投与と同等の遺伝子治療効果の持続を得た。
 2) 大腸菌を用いた蛋白発現系によって, ヒトPAH 蛋白を大量に発現させることができた。
 3) AdPAH を投与後, 宿主はアデノ ウイルスそのものに対する抗体のみならず, PAH 蛋白に
 対する抗体 も産生 していることが明 らかとなった。
 4) ヒトPAH cDNA を組み込んだ AdexPAH の投与では細胞性免疫の指標となる高度の肝機能
 障害が生じたのに対 し, 外来遺伝子をもたない Adexlw1 の投与では, まったく肝機能障害が認
 められなかった。 このような差異は, 異なった H-2 遺伝子を持つ他のマウスでも同様に観察さ
 れた。
 5) 標的臓器内のアデノ ウイ ルス量を測定するために, TaqMan-PCR 法を用いた定量法を確立
 した。
 6) 肝臓内のアデノ ウイルスの定量では, AdexPAH 投与後ウイルス量は次第に減少 し, 遺伝子
 治療効果の消失は, 免疫抑制剤の投与群・非投与群のいずれにおいても, ウイルスのコピー数そ
 のものと相関していることが判明した。 Adexlw1 投与後の, 肝臓内アデノ ウイ ルスコ ピー数の
 経時的な定量では, 40 日間減少が観察されなかった。
 7) PAH の補酵素である BH・ を補充することで, 遺伝子治療の効果を増強することが可能であっ
 た。
                【考察・結語】
 1) アデノ ウイ ルスベクターを用いた遺伝子治療における宿主の免疫反応には, ウイ ルスそのも
 のに対する反応だけではなく, 導入 した外来遺伝子が産生する蛋白に対する免疫反応が重要な役
 割を果た していることを明 らかにした。
 2) アデノ ウイルスベクターの DNA 量を測定するための TacMan-PCR 法を確立した。 この方
 法は, 本研究で用いた組換えウイ ルスのみならず, 他のアデノ ウイ ルスベクターにも使用可能な
 汎用性を有 していると考え られた。
 3) 外来遺伝子をもたない組換えアデノ ウイルス (Adexlw1) の投与では, 長期間排除されず
 に肝細胞中に存在することより, アデノ ウイルスの排除には, 外来遺伝子産物に対する宿主の免
 疫反応が関与している可能性が示唆された。
 4) B艮 補充が, PKU に対する遺伝子治療において重要であることを示した。
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 審査結果の要旨
 フェニルケトン尿症 (PKU) は先天性アミノ酸代謝異常症の中でヒスチジン血症に次いで頻
 度が高く, その治療は十数年あるいはそれ以上に亘る低フェニルアラニン食による。 実際にこの
 厳格な食事療法を遂行 していくためには, 本人および家族の負担は多大である。
 また欠損酵素であるフェニルアラニ ン水酸化酵素 (PAH) の残存活性は 5-10%あれば知能障
 害に至らないことが判明している。 さらに PAH の cDNA も同定され, 厳密な遺伝子発現の調節
 も必要ないと予測されることから, 遺伝子治療が理想的治療法の一つの可能性がある。
 本研究は, フェニルケトン尿症モデルマウスに対 して, 非増殖型アデノウイルスベクターを用
 いた遺伝子治療を試み, 宿主の免疫反応を検討したものである。
 免疫抑制剤 FK506 を初期 15 日間使用することにより, 遺伝子治療の効果期間を延長すること
 ができた。 また少なくともアデノ ウイルスの2回目投与までは可能であった。 組換えアデノウイ
 ルスを投与 した際には, アデノウイルスに対する抗体のみならず, 外来性に発現させた PAH 蛋
 白に対する抗体 も産生されていた。
 アデノ ウイルスによる遺伝子治療の際に問題になる免疫原性の高さ は, アデノ ウイルスそのも
 のの免疫原性の他に外来性に発現される蛋白による免疫原性も関与 していると考えられた。
 また PAH の補酵素 BH4 を投与することにより, 通常では効果のみられない少量のアデノウ
 イルスを投与 した時にも遺伝子治療の効果が得られた。 このことは PKU のような補酵素を必要
 とする酵素欠損症での遺伝子治療に対 して有用な示唆を与える ものであ る。
 本研究は PKU の遺伝子治療の可能性に対 して新しい知見をもたらした ものであ り, 医学博士
 論文に十分値するものである。
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